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摘要: 针对 1 种典型的酸性、高有机质含量类型土壤——红树林土壤, 从 DNA 产量、DNA 纯度、土壤腐殖酸类
物质的提取量以及 DNA提取物 PCR(polymerase chain reaction)扩增反应的敏感度等方面比较了不同提取缓冲液对
土壤 DNA品质的影响。结果表明, 酸性 SDS (sodium dodecyl sulfate)提取缓冲液所获得的土壤 DNA产量及纯度
均较低; PVP (polyvinylpyrrolidone)提取缓冲液所获得的土壤 DNA 产量较高, 但土壤腐殖酸类物质的提取量亦远
高于其他提取缓冲液; 酸性 SDS提取缓冲液及 PVP提取缓冲液所获得的土壤 DNA提取物即使稀释到 10−3量级亦
不能获得目的基因 PCR扩增条带。PVPP (polyvinylpolypyrrolidone)提取缓冲液及 CTAB (cetyltrimethylammonium 
bromide)+PVPP 提取缓冲液所获得的土壤 DNA 产量较 PVP 提取缓冲液低, 但其纯度较高, 并且其纯度随提取缓
冲液中 PVPP浓度的升高而提高; 当 2% PVPP提取缓冲液及 CTAB+PVPP提取缓冲液所获得的土壤 DNA提取物
分别稀释到 10−2及 10−1量级时, 均能获得 PCR 扩增条带。综上所述, 酸性提取缓冲液及 PVP 提取缓冲液不适用
于酸性、高有机质含量类型土壤 DNA的提取, 而 2% PVPP提取缓冲液及 CTAB+PVPP提取缓冲液均能提高此类
土壤 DNA的提取品质。 
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Evaluation of different extraction buffers on the quality of mangrove soil DNA 
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Abstract: The authors compared the influence of six different extraction buffers on DNA yields, DNA purity, co-extracted 
humic compound yields, and their PCR (polymerase chain reaction) sensitivity from a typical acidic and high organic content 
soil type, mangrove soil. Results showed that the quality of the soil DNA obtained using the acidic SDS (sodium dodecyl sul-
fate) buffer was poor. The DNA yields obtained using the PVP (polyvinylpyrrolidone) buffer were higher than the other buff-
ers, whereas the co-extracted humic compound yields were significantly higher. PCR results showed that no expected bands 
were obtained even in 1:1000 dilutions of the DNA extracts obtained using the acidic SDS buffer or PVP buffer. On the other 
hand, although the PVPP (polyvinylpolypyrrolidone) buffer and the CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) and PVPP 
buffer resulted in a lower DNA yield, the purity of the soil DNA was improved. In addition, the purity was improved as the 
concentration of PVPP in the buffer increased. Moreover, PCR amplification was successfully conducted in the 1:10 dilutions 
of the DNA extracts obtained using the CTAB and PVPP buffer and in the 1:100 dilutions of DNA extracts obtained using the 
2% PVPP buffer, respectively. In conclusion, acidic SDS buffer and PVP buffer were not suitable for extracting DNA from the 
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acidic and high organic content soil type; however, 2% PVPP buffer and CTAB and PVPP buffer improved the DNA quality. 
Key words: microbial diversity; DNA extraction; DNA yield; humic compound; extraction buffer  
 
近年来, 基于 DNA 分析的各种分子生物学技
术 , 如变性梯度凝胶电泳技术 (denaturing gradient 
gel electrophoresis, DGGE)、末端限制性片段长度多
态性技术(terminal-restriction fragment length poly-
morphism, T-RFLP)、rRNA基因间隔区序列分析技
术 (automated rRNA intergenic spacer analysis, 
ARISA)等已经被广泛应用于土壤环境微生物多样
性研究中[1−4]。运用该类方法进行微生物多样性研究






土壤 DNA 提取过程中所选用的缓冲液对 DNA
产量、DNA 纯度以及基于该 DNA 所产生的土壤微
生物群落结构的分析结果均有一定影响[8]。因此, 了





红树林土壤为样品, 从 DNA 产量、DNA 纯度、土
壤腐殖酸类物质的提取量以及 PCR 扩增反应的有效
性等方面比较不同提取缓冲液对土壤 DNA 品质的影
响, 以期为环境基因组学相关研究中理想 DNA 提取
方案的制订提供理论依据。 
1  材料和方法 
1.1  土壤样品 
红树林土壤样品采集于福建省云霄县东厦镇境
内的国家级红树林湿地自然保护区白骨壤林内, 采
样时间为 2005 年 10 月 19 日。退潮后, 在采样点
(23°58′N, 117°27′E)设置 1m×1m 的样方, 除去表面




的 理 化 参 数 : pH 值 为 6.33±0.02, 盐 度 为
(18.63±0.27)%, 有机质含量为(5.47±0.06)%。 
1.2  土壤DNA提取缓冲液 
6 种土壤 DNA 提取缓冲液如下。1)酸性 SDS 缓
冲液[10]: 140mmol·L−1 NaCl, 50mmol·L−1 NaAc, SDS 
(SDS终浓度为 0.5%、1%、2%), pH 5.1; 2)1% PVP缓
冲液: 100mmol·L−1 Tris-HCl, 100mmol·L−1 EDTA·Na2, 
100mmol·L−1 Na3PO4, 200mmol·L−1 NaCl, PVP (物质的
量与溶液体积比 1%), SDS (SDS终浓度为 0.5%、1%、
2%), pH 8.0; 3)2% PVP缓冲液: 100mmol·L−1 Tris-HCl, 
100mmol·L−1 EDTA·Na2, 100mmol·L−1 Na3PO4, 
200mmol·L−1 NaCl, PVP (物质的量与溶液体积比 2%), 
SDS(SDS终浓度为 0.5%、1%、2%), pH 8.0; 4)1% PVPP 
缓 冲 液 : 100mmol·L−1 Tris-HCl, 100mmol·L−1 
EDTA·Na2, 100mmol·L−1 Na3PO4, 200mmol·L−1 NaCl, 
PVPP (物质的量与溶液体积比 1%), SDS (SDS终浓度
为 0.5%、1%、2% ), pH 8.0; 5)2% PVPP 缓冲液: 
100mmol·L−1 Tris-HCl, 100mmol·L−1 EDTA·Na2, 
100mmol·L−1 Na3PO4, 200mmol·L−1 NaCl, PVPP(物质
的量与溶液体积比 2%), SDS (SDS 终浓度为 0.5%、
1%、2% ), pH8.0; 6) CTAB+PVPP缓冲液: 100mmol·L−1 
Tris-HCl, 100mmol·L−1 EDTA·Na2, 100mmol·L−1 
Na3PO4, 1500mmol·L−1 NaCl, 1%CTAB, 2%PVPP, SDS 
(SDS终浓度为 0.5%、1%、2% ), pH 8.0。 
1.3  土壤DNA的提取 
在超净工作台中, 精确称取红树林土壤样品 24
份, 每份 5g, 分别置于 24个 50mL无菌离心管中(其
中 12管土壤样品经湿热蒸汽灭菌 50min); 每管加入
13.5mL上述提取缓冲液, 剧烈旋转 5min后, 于摇床
中继续水平振荡(37°C, 225r·min−1)45min; 每管加入
适量 20%(物质的量与溶液体积比)SDS, 使其终浓
度分别为 0.5%、1%、2%。相同 SDS浓度设置 4管, 




24︰1的溶液, 抽提、离心(室温, 8216r·min−1, 15min), 
吸出上层水相置新的离心管, 加入 0. 6 倍体积预冷
的异丙醇 , 于室温下静置沉淀 1h 后 , 离心
(10000r·min−1, 20min), 收集沉淀 ; 沉淀用预冷
70%(体积比 )乙醇清洗 2 次 , 溶解于 TE 缓冲液
(10mmol·L−1 Tris-HCl, 1mmol·L−1 EDTA·Na2, 
pH8.0)。 
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1.4  土壤DNA品质检测 
利用 UN-SCAN IT Software (Silk Scientific, 
Orem, UT, USA)软件分析 DNA 粗提物的琼脂糖凝
胶电泳图谱以获得不同提取缓冲液的土壤 DNA 产
量。土壤 DNA提取物的纯度以吸光度比值表示, 测
定提取物在 230、260、280nm 处的 OD 值(UV310, 





1.5  PCR反应 
采用细菌通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCC- 
TGGCTCAG-3′)和 1492R(5′-GGTTACCTTGTTAC- 
GACTT-3′)[12]对未经稀释和稀释后的土壤 DNA 提
取物(以 SDS浓度为 2%时 6种提取缓冲液所获得的
土壤 DNA 为样本)进行细菌 16S rDNA 基因片段的
PCR 扩增反应, 以检测土壤 DNA 提取物 PCR 反应
的敏感性。反应体系为 10μL 模板 DNA , 5μL 10×
PCR 缓冲液 (TaKaRa), 1μL dNTP (10mmol) 混合
物 (TaKaRa), 1μL引物(10pmol, Invitrogene), 2单位 
Taq 酶 (TaKaRa), 2μL MgCl2 (50mmol), 5μL牛血清
白蛋白 (BSA, 1mg·mL−1, Promega), 用经灭菌的去
离子水将最终反应体系补足至 50μL。PCR反应条件
为 94°C, 预变性 5min, 然后进行 30个循环反应(变
性 94°C, 1min、退火 55°C, 1min及延伸 72°C, 1min), 
以最终 72°C 延伸 10min 结束反应。PCR 反应产物
用 1%琼脂糖凝胶电泳检测。 
1.6  统计学分析 
所有实验至少重复 3 次以验证实验结果的可靠
性。采用 SAS 软件对实验结果进行统计学分析, 实
验结果表示为平均数±标准差 , 采用最小显著差数
检验方法(the least significant difference, LSD)进行
不同缓冲液组间比较, 以 P≤0.05为有统计学差异。 
2  结果 
2.1  提取缓冲液对红树林土壤DNA产量的影响 
6 种提取缓冲液均能获得红树林土壤 DNA, 不
同提取缓冲液所获得的土壤 DNA产量各异。同种缓
冲液, 土壤 DNA 产量随提取缓冲液中 SDS 浓度的
升高而增加, 并随 65℃条件下水浴裂解时间的延长
而逐渐增加(在此仅显示 1%PVPP 提取缓冲液所获
得的土壤 DNA 的产量结果, 见图 1)。当缓冲液中




冲液>酸性提取缓冲液(在此仅显示 SDS浓度为 1%、 
裂解时间为 4h 时 6 种提取缓冲液所获得的土壤
DNA 产量 , 见图 2)。2% PVP 提取缓冲液所得 
 
图 1  1%PVPP提取缓冲液所获得的土壤 DNA产量 
Fig. 1  Soil DNA yields obtained from 1% PVPP buffer 
 
图 2  6种提取缓冲液所获得的土壤 DNA产量 
Fig. 2  Soil DNA yields obtained from six DNA extraction buffers 
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DNA产量显著高于 1%CTAB+2%PVPP提取缓冲液
及酸性提取缓冲液所得 DNA 产量(P<0.05); 并且高
于 1%PVP 提取缓冲液所得 DNA 产量, 但差异不显
著(P>0.05)。 
2.2  提取缓冲液对土壤腐殖酸类物质提取量的影响 
6 种提取缓冲液所得土壤腐殖酸类物质的量各
不相同, 每种提取缓冲液对抑制性物质的提取量均
随提取缓冲液中 SDS 浓度的升高而增加(图 3)。提
取缓冲液中 SDS 浓度相同时 , 2%PVP 提取缓冲 
 
图 3  6种提取缓冲液所得土壤抑制性提取物的产量  
a. 缓冲液中 SDS的最终浓度为 0.5%; b. 缓冲液中 SDS的最终浓度
为 1%; c. 缓冲液中 SDS的最终浓度为 2% 




的影响。SDS浓度为 0.5%时, 2%PVPP 提取缓冲液
和 1%CTAB+2%PVPP 提取缓冲液所得抑制性物质
的提取量随裂解时间的延长表现为先增加后减少的规
律 , 前 3h 内 , 抑制性物质的提取量分别从
(32.57±0.89)μg·g−1 、 (11.11±0.77)μg·g−1 增 加 至
(36.10±2.24)μg·g−1、(17.94±2.17)μg·g−1; 裂解时间延
长至 4h 时 , 抑制性物质的提取量分别下降为
(34.15±1.82)μg·g−1、(14.94±1.49)μg·g−1, 而其他 4种
提取缓冲液所得抑制性物质的提取量均随裂解时间
的延长而增加。在裂解时间为 1h、2h 和 3h 时, 酸




SDS浓度为 1%及 2%时, 6种提取缓冲液所得抑制性
物质的提取量均随裂解时间的延长而增加。从图 3
可看出, 抑制性物质的提取量随提取缓冲液中 PVP
浓度的升高而增加, 随 PVPP浓度的升高逐渐减少。 
2.3  提取缓冲液对红树林土壤DNA纯度的影响 
对于同种提取缓冲液, 溶液中 SDS浓度及 65℃
水浴裂解时间的长短对DNA粗提物OD比值几乎没
影响。SDS浓度为 2%、裂解时间为 4h时, 6种提取
缓冲液中所得 DNA粗提物的 OD比值见图 4。由图
4 可知, 1%CTAB+2%PVPP 提取缓冲液所得土壤
DNA 粗提物的 OD260/OD280 及 OD260/OD230 均为 
 
图 4  不同提取缓冲液所得土壤 DNA粗提物的 OD比值 
a. OD260/OD280; b. OD260/OD230 
Fig. 4  OD ratios of soil DNA extracts obtained from six 
DNA extraction buffers 
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最高; 相反, 酸性 SDS提取缓冲液所得土壤DNA粗
提物的 OD 比值最低。PVP 提取缓冲液所得 DNA
粗提物的 OD260/OD280值较 PVPP 提取缓冲液的高, 
然而, OD260/OD230值较 PVPP提取缓冲液的低。 
2.4  不同提取缓冲液所得土壤DNA粗提物的PCR反应 
未经稀释的 6 种提取缓冲液所得土壤 DNA 粗
提物均不能获得细菌 16S rDNA基因片段 PCR产物
(图 5a—f, 泳道 1)。酸性提取缓冲液及 PVP 提取缓
冲液所获得的红树林土壤 DNA 即使稀释到 10−3量
级, 亦无扩增信号(图 5a—c, 泳道 2—4); 1% PVPP 
提取缓冲液所得土壤 DNA 提取物稀释到 10−2 和
10−3量级, 有微弱 PCR反应信号(图 5d, 泳道 3—4); 
而 2%PVPP 提取缓冲液以及 CTAB+PVPP 提取缓
冲液所得土壤 DNA 的稀释物获得了较强的细菌
16S rDNA 基因片段 PCR 扩增条带(图 5e, 泳道 3
—4; 图 5 f, 泳道 2)。 
 
图 5  不同提取缓冲液所得土壤 DNA粗提物的 PCR结果 
a. 酸性 SDS提取缓冲液; b. 1%PVP提取缓冲液; c. 2%PVP提取缓冲液; d. 1%PVPP提取缓冲液; e. 2%PVPP提取缓冲液; f. 1%CTAB δ 2%PVPP
提取缓冲液。阴: 阴性对照; M: λ-EcoRI +λ-HindIII marker 
Fig. 5  Results of PCR amplification of bacterial 16S rDNA regions of DNA extracts obtained from different DNA extraction 
buffers 
 
3  讨论 




DNA 片段提供缓冲体系, 防止裸露 DNA 被微生物
细胞所释放的核酸酶降解 ; 3)阻止已裂解的裸露
DNA重新吸附于土壤颗粒[13]。Tris-HCl能提供缓冲
体系, 防止 DNA 变性和水解; EDTA 能络合二价金
属离子, 避免 DNA 的降解。Krsek 等[14]证实, 提取
缓冲液中高浓度的 Tris 及 EDTA 有利于提高 DNA
的产量。本研究未探讨 Tris 及 EDTA 的浓度, 而是
将它们的浓度均设定为 100mmol·L−1。 
Volossiouk 等[10]认为, 碱性条件下腐殖酸等杂
质更容易被共提取, 为此建议提取土壤 DNA时, 宜
采用酸性 SDS 提取缓冲液, 以简化土壤 DNA 粗提
物的纯化过程。然而, 本研究中将 Volossiouk 等提
出的酸性 SDS提取缓冲液应用于酸性的红树林土壤
时, 并没显示其优势性。酸性 SDS 提取缓冲液所获
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得土壤DNA产量低, 且DNA提取物的OD260/ OD280
及 OD260/OD230最低。从提取物的 PCR 扩增结果分
析, 相同条件下, 酸性提取缓冲液所获得的红树林
土壤 DNA粗提物不存在目的基因的扩增信号。现有
研究结果表明, 提取红树林土壤 DNA时, 酸性提取
缓冲液并不能提高 DNA的品质, 这与 Volossiouk等
的研究结果相反, 这有可能是土壤样本的性质不同
所致。 







却随 PVPP 浓度的增加而提高。此结果与 Zhou 等[16]
的研究结果一致, 他们的研究表明, 提取缓冲液中
含 PVPP 时, 土壤 DNA 产量会轻微下降, 但 DNA
提取物的 OD260/OD280 及 OD260/OD230 比值升高。
Steffan 等[18]报道，应用 PVPP 纯化土壤 DNA 并不
造成 DNA 产量的损失 , 同时 DNA 提取物的
OD260/OD280及 OD260/OD230比值升高。Steffan 等是
将 PVPP 直接与土壤裂解液作用, 并不是将之应用
于提取缓冲液中, 而本研究是将 PVPP 加入到提取
缓冲液中, 因此, 现有研究结果与 Steffan 等[18]的研
究结果并不矛盾。1%CTAB+2%PVPP提取缓冲液所
获得的土壤DNA产量低于 2%PVPP缓冲液, 其原因
是可能是缓冲液中 NaCl 浓度不同。由于 CTAB 的
使用往往需要高盐环境, 1%CTAB+2%PVPP提取缓
冲液中 NaCl浓度设置为 1500mmol·L−1, 而 PVPP的
使用并不需要高盐环境, 因此, 2%PVPP提取缓冲液
中 NaCl浓度设置为 200mmol·L−1。 












清液中, 并与上清液中的 DNA 共沉淀而导致 DNA
粗提物中抑制性物质共提取量增加。 
土壤或沉积物 DNA 提取物中所存在的腐殖酸
类杂质可抑制Taq DNA 聚合酶的活性, 因此, 土壤
DNA 粗提物 PCR 扩增反应信号的强弱可指示其纯
度的高低程度[21−23]。PVP 提取缓冲液所获得的红树
林土壤 DNA 即使稀释到 10−3量级, 亦无扩增信号, 
进一步表明土壤 DNA 的提取缓冲液中不宜设置
PVP 组 分 ; 而 2%PVPP 提 取 缓 冲 液 以 及
CTAB+PVPP提取缓冲液所得土壤DNA的稀释物能
产生较强的 PCR扩增条带, 表明 PVPP和 CTAB在
提取缓冲液中能提升土壤 DNA 的品质, 减轻其后
期纯化负荷。 
3.3  本研究结果对土壤洗脱缓冲液组分设置的启示 
在不研究胞外 DNA 的前提下, 先洗涤土壤再
提取 DNA是提高土壤 DNA品质的有效方法[24]。依
据 PVP 与腐殖酸等杂质的结合物归于水相的特征, 
将 PVP 应用于洗脱缓冲液 , 先洗涤土壤 , 再进行
DNA 的提取应当具有提升 DNA 品质的作用。综合
分析 DNA 产量、土壤腐殖酸类物质提取量以及
DNA 提取物 PCR 扩增反应结果可发现, 酸性提取
缓冲液及 PVP提取缓冲液不适用于酸性、高有机质
含量类型土壤 DNA的提取, 而 2% PVPP提取缓冲
液及  CTAB+PVPP 提取缓冲液能提高此类土壤
DNA的提取品质。不同提取缓冲液对土壤微生物群
落结构的影响有待进一步研究。 
4  结论 
酸性缓冲液及 PVP缓冲液不适用于红树林土壤
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